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RECEPTEUR GALANINE. ACIDES NUCLEIOUES. CELLULES 
TRANSFORMEES ET UTILISATIONS 

La presente invention concerne de nouveaux polypeptides et le materiel 
genetique permettant leur expression. Plus particulierement, elle concerne de 
5 nouveaux polypeptides ayant une activite de recepteur galanine. 

La galanine est un neuropeptide ubiquitaire de 29 acides amines chez les 
mammiferes (30 chez l'homme) qui controle des fonctions biologiques variees : (i) 
secretions endocrines (insuline, somatostatin, glucagon, hormone de croissance ...), 
(ii) tonicite musculaire dans le tractus digestif, (iii) controle du comportement (prise 

10 alimentaire, nociception, apprentissage, memoire, douleur...) par effet neuro- 
modulateur au niveau du systeme nerveux central. Cette liste non exhaustive des 
effets de la galanine, mis en evidence le plus souvent chez 1'animal, explique l'interet 
croissant des pharmacologues pour ce neuropeptide. Des molecules s&ectives 
(agoniste £u antagoniste de la galanine) constitueraient des agents pharmacologiques 

15 potentiels en endocrinologie, en neurologie et en psychiatrie (Bartfai et ah, (1992) 
TIPS 13, 312-317). 

L'etude du mecanisne d'action de la galanine montre qu'elle agit par 
Tintermediaire de recepteurs membranaires specifiques. La caracterisation 
biochimique et moleculaire du recepteur (Chen et al., (1993) PNAS 90, 3845-3849, 

20 Fisone et al., (1989) Eur. J. Biochem. 180, 269-276) indique qu'il appartient a la 
famille des recepteurs couples aux proteines G. Selon les tissus cibles, le peptide 
inhibe l'adenylate cyclase, diminue le calcium intracellulaire, bloque les canaux 
calciques voltage-dependant ou active les canaux potassiques ATP sensibles. Des 
etudes de relations structure-activite, a Taide de fragments C et N-terminaux de la 

25 galanine et de peptides chimeriques ont montre que, (1) quelque soit le tissu, aucune 
sequence partielle du peptide n'est suffisante pour obtenir une activite totale, (2) selon 
les tissus, les 2 premiers acides amines N-terminaux et le domaine C-terminal 16-29 
de la galanine ne sont pas toujours essentiels a son activite. Ces observations 
suggerent Texistence de sous-types de recepteurs galaninergiques. 

30 La presente invention decrit pour la premiere fois le clonage d'un gene 

codant pour un recepteur galaninergique humain. La presente invention decrit 
egalement pour la premiere fois la sequence de recepteurs galaninergiques et leur 
expression dans des cellules recombinantes. La presente invention permet ainsi une 



WO 95/22608 PCT/FR95/00172 



2 



meilleure comprehension de la structure des recepteurs galaninergiques, et d'etudier 
de maniere plus fine leur mecanisme d'action. La presente invention permet 
egalement d'obtenir des recepteurs galaninergiques de tres grande purete et en 
quantite elevee, permettant la realisation d'etudes fonctionnelles et pharmacologiques, 

5 la fabrication d'anticorps, etc. L'invention permet aussi de preparer des fragments de 
recepteurs galaninergiques de taille definie, ainsi que toutes sortes de derives des 
recepteurs galaninergiques. L'invention fournit egalement des cellules recombinantes 
exprimant des recepteurs galaninergiques ou des fragments de recepteurs 
galaninergiques, utilisables pour le criblages de ligands de ces recepteurs (agonistes, 

10 antagonistes, modulateurs, etc). Les sequences d'ADN de Tinvention permettent 
egalement la realisation de sondes, capables de detecter dans des echantillons 
biologiques toute irregularit6 dans Texpression d'un recepteur galaninergique (non- 
expression, mutation, polymorphisme, etc). Ces sondes sont egalement utilisables 
pour le cionage par hybridation de tout autre ADNc codant pour un recepteur 

15 galaninergique, a partir de tissus d'origines di verses, comme indique plus loin. 

Un premier objet de Tinvention reside done dans une sequence nucleotidique 
codant pour un polypeptide ayant une activite de recepteur galaninergique. Au sens 
de Tinvention, recepteur galaninergique comprend notamment tous les sous-types 
potentiels. 

20 Plus preferentiellement, la sequence nucleotidique selon Tinvention est 

choisie paimi : 

(a) tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ ID n°l ou de son brin 
complementaire, 

(b) toute sequence hybridant avec une sequence (a) et codant pour un 
25 polypeptide ayant une activite de recepteur galaninergique, et, 

(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

Un mode de realisation tout particulier de Finvention est represente par une 
sequence nucleotidique comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ 
30 ID n°l ou de son brin complementaire. 

Les differentes sequences nucleotidiques de Tinvention peuvent etre 
d'origine artif icielle ou non. II peut s ! agir de sequences genomiques, d'ADNc, d'ARN, 
de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques. Ces 
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sequences peuvent etre obtenues par exemple par criblage de banques d' ADN (banque 
d'ADNc, banque d'ADN genomique) au moyen de sondes elaborees sur la base de la 
sequence SEQ ID n°l. De telles banques peuvent etre preparees a partir de cellules de 
differentes origines par des techniques classiques de biologie moleculaire connues de 
5 lliomme du metier. Les sequences nucleotidiques de I'invention peuvent egalement 
etre preparees par synthase chimique, notamment selon la methode des 
phosphoramidites, ou encore par des rnethodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. 

Les sequences nucleotidiques de I'invention peuvent etre utilisees pour la 

10 production des polypeptides galaninergiques. Le terme polypeptide galaninergique 
designe tout polypeptide ayant une activite de recepteur galaninergique, et tout 
fragment ou derive d'un tel polypeptide. Pour la production de polypeptides 
galaninergique, la partie codant pour ledit polypeptide est generalement placee sous 
le controle de signaux permettant son expression dans un hote cellulaire. Le choix de 

15 ces signaux (promoteurs, terminateurs, etc) peut varier en fonction de Thote cellulaire 
utilis6. A cet effet, les sequences nucleotidiques de I'invention peuvent faire partie 
d'un vecteur, qui peut dtre k replication autonome ou intdgratif . Plus particulierement, 
des vecteurs a replication autonome peuvent etre prepares en utilisant des sequences a 
replication autonome chez 1'hote choisi. S'agissant des vecteurs integratifs, ceux-ci, 

20 peuvent etre prepares par exemple en utilisant des sequences homologues a certaines 
regions du genome de l'hote, permettant, par recombinaison homologue, l'integration 
du vecteur. Les hotes cellulaires utilisables pour la production des polypeptides 
galaninergiques de I'invention par voie recombinante sont aussi bien des hotes 
eucaryotes que procaryotes. Parmi les hotes eucaryotes qui conviennent, on peut citer 

25 les cellules animales, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant de 
levures, on peut citer les levures du genre Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, 
Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant de cellules animates, on peut citer les 
cellules COS, CHO, C127, NIH-3T3, etc. Parmi les champignons, on peut citer plus 
particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme hotes procaryotes, on 

30 prefere utiliser les bacteries suivantes Kcoli, Bacillus, ou Streptomyces. 

Les sequences nucleotidiques de la presente invention sont egalement 
utilisables dans le domaine pharmaceutique, soit pour la realisation de sequences 
antisens utilisables dans le cadre d'une therapie genique, soit encore pour la 
■ realisation de sondes permettant la detection, par des experiences d'hybridation, de 
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Texpression de recepteurs galaninergiques dans des echantillons biologiques et la 
mise en evidence d'anomalies genetiques (polymorphisme, mutations) ou 
depressions aberrantes. 

L'inhibition de Texpression de certains genes par des sequences antisens s'est 
5 averee etre une strategie prometteuse dans le controle de Tactivite d'un gene. Les 
sequences antisens sont des sequences dont le produit de transcription est 
complementaire du brin codant tfun gene donne, et est de ce fait capable d'hybrider 
specif iquement avec l'ARNm transcrit ou avec le gene, inhibant sa transcription ou sa 
traduction en proteine. L'invention a ainsi pour objet les sequences antisens capables 
10 d'inhiber au moins partiellement la production de polypeptides galaninergiques tels 
que definis precedemment. De telles sequences peuvent etre constitutes par tout ou 
partie des sequences nucleotidiques definies ci-avant. II s'agit generalement de 
sequences ou de fragments de sequences complementaires de sequences codant pour 
des peptides de l'invention. De telles sequences peuvent etre obtenues a partir de la 
15 sequence SEQ ID n°l, par fragmentation, etc, ou par synthese chimique. 

Comme indique ci-dessus, l'invention permet egalement la realisation de 
sondes nucleotidiques, synthetiques ou non, capables de s'hydrider avec les sequences 
nucleotidiques definies ci-avant qui codent pour des polypeptides galaninergiques de 
Tinvention, ou avec les ARNm correspondants. De telles sondes peuvent etre utilisees 

20 in vitro comme outil de diagnostic, pour la detection de Texpression d'un recepteur 
galaninergique, ou encore pour la mise en evidence d'anomalies genetiques (mauvais 
epissage, polymorphisme, mutations ponctuelles, etc). Compte tenu des activites 
multiples des ligands endogenes des recepteurs galaninergiques, les sondes de 
Tinvention peuvent ainsi permettre d'identifier des affections neurologique, 

25 cardiovascuiaire, endocrinologique ou psychiatrique. Ces sondes peuvent egalement 
etre utilisees pour la mise en evidence et Tisolement de sequences d'acides nucleiques 
homologues codant pour des polypeptides galaninergiques tels que definis 
precedemment, a partir d'autres sources cellulaires et preferentiellement de cellules 
d'origines humaines. Bien que la presente demande soit plus particulierement illustree 

30 par un clone designe GalRl, les etudes biochimiques et immunologiques decrites 
dans la litterature indiquent Texistence de sous-types de recepteurs galaninergiques. 
Les sondes de Tinvention permettent d'isoler par des techniques connues de Thomme 
du metier (Cf exemple 4) ces differents sous-types. Les sondes de Tinvention 
comportent generalement au moins 10 bases, et elles peuvent comporter jusqu*a 
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Tintegralite de la sequence SEQ ID n°l ou de son brin complementaire. 
Preferentiellement, ces sondes sont, prealablement a leur utilisation, marquees. Pour 
cela, differentes techniques connues de Fhomme du metier peuvent etre employees 
(marquage radioactif, enzymatique, etc). Les conditions d'hybridation dans lesquelles 
5 ces sondes peuvent etre utilisees sont indiqu6es dans les techniques generales de 
clonage ci-apres ainsi que dans les exemples. 

L'inyention a egalement pour objet tout polypeptide resultant de l'expression 
d'une sequence nucleotidique telle que definie precedemment. Preferentiellement, il 
s'agit d'un polypeptide comprenant tout ou partie de la sequence peptidique SEQ ID 
10 n° 1 ou d'un derive de celle-ci. 

Au sens de la presente invention, le terme derive designe toute molecule 
obtenue par modification de nature genetique et/ou chimique de la sequence 
peptidique SEQ ID n° 1. Par modification de nature genetique et/ou chimique, on 
peut entendre toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification d'un 

15 ou plusieurs residus. De tels derives peuvent etre generes dans des buts differents, tels 
que notamment celui d'augmenter Taffinitfe du peptide pour son(ses) ligand(s), celui 
d'ameliorer ses niveaux de production, celui d'augmenter sa resistance a des 
proteases, celui d'augmenter et/ou de modifier son activite, ou celui de lui conf erer de 
nouvelles proprietes pharmacocinetiques et/ou biologiques. Parmi les derives 

20 resultant d'une addition, on peut citer par exemple les polypeptides chimeres 
comportant une partie heterologue supplementaire liee a une extremite. Le terme 
derive comprend egalement les polypeptides homologues au polypeptide SEQ ID n° 
1, issus d'autres sources cellulaires et notamment de cellules d'origine humaine, ou 
d'autres organismes, et possedant une activite de meme type. De tels polypeptides 

25 homologues comprennent notamment les differents sous-types de recepteurs 
galaninergiques. lis peuvent etre obtenus en particulier par des experiences 
d'hybridation comme decrit dans les exemples. 

Preferentiellement, les polypeptides de Tinvention sont des polypeptides 
possedant la capacite de Her la galanine ou un variant de la galanine. Toujours selon 
30 un mode prefere, les polypeptides de Tinvention sont susceptibles d'etre reconnus par 
des anticorps reconnaissant la sequence peptidique SEQ ID n° 1 complete. De tels 
anticorps peuvent etre generes par toute technique connue de l'homme du metier, en 
utilisant comme antigenes les polypeptides decrits dans la presente demaiide. 
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Comme indique dans les exemples, ces polypeptides peuvent etre exprimes 
dans differents types cellulaires pour former des recepteurs galaninergiques 
fonctionnels. 

Les polypeptides de Finvention peuvent etre obtenus par expression dans un 
5 hote cellulaire d'une sequence nucleotidique telle que decrite ci-dessus, par synthese 
chimique, sur la base de la sequence SEQ ID n° 1 en utilisant les techniques connues 
de rhomme du metier, ou par une combinaison de ces techniques. 

Un autre objet de Finvention concerne les cellules recombinees capables 
d'exprimer a leur surface un polypeptide ayant une activite de recepteur 

10 galaninergique. Ces cellules peuvent Stre obtenues par introduction d'une sequence 
nucleotidique telle que definie ci-dessus, puis culture desdites cellules dans des 
conditions d'expression de ladite sequence. 

Les cellules recombinees selon Finvention peuvent etre aussi bien des 
cellules eucaryotes que procaryotes. Parmi les cellules eucaryotes qui conviennent, on 

15 peut citer les cellules animales, les levures, ou les champignons. En particulier, 
s'agissant de levures, on peut citer les levures du genre Saccharomyces, 
Kluyveromyces, Pichia, Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant de cellules 
animales, on peut citer les cellules COS, CHO, C127, NIH-3T3, etc. Parmi les 
champignons, on peut citer plus particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma 

20 ssp. Comme cellules procaryotes, on prefere utiliser les bacteries suivantes Exoli, 
Bacillus, ou Streptomyces. Les cellules ainsi obtenues peuvent etre utilisees pour 
mesurer la capacite de differentes molecules a se comporter comme ligand ou comme 
modulateur de 1'activite des recepteurs galaninergiques. Plus particulierement, elles 
peuvent ainsi etre utilisees dans un procede de mise en evidence et d'isolement de 

25 ligands ou de modulateur de 1'activite des recepteurs galaninergiques, et, plus 
preferentiellement, d'agonistes et d'antagonistes. 

Un autre objet de Finvention concerne done un procede de mise en evidence 
et/ou d'isolement de ligands des recepteurs galaninergiques, selon lequel on realise les 
etapes suivantes : 

30 - on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 

molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee telle que 
decrite ci-dessus exprimant a sa surface un polypeptide ayant une activite de 
recepteur galaninergique dans des conditions permettant Finteraction entre ledit 
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polypeptide et ladite molecule dans le cas ou celle-ci possederait une affinite pour 
ledit polypeptide, et, 

- on detecte et/ou isole les molecules liees au dit polypeptide. 

Dans un mode particulier, ce procede de l'invention est adapte a la mise en 
5 evidence et/ou l'isolement d'agonistes et d'antagonistes de la galanine pour les 
recepteurs galaninergiques. 

Un autre objet de l'invention concerne un proc6d6 de mise en evidence et/ou 
d'isolement de modulateurs des recepteurs galaninergiques, selon lequel on realise les 
etapes suivantes : 

10 - on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 

molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee telle que 
decrite ci-dessus exprimant a sa surface un polypeptide ayant une activite de 
recepteur galaninergique, en presence du ligand endogene dudit recepteur, dans des 
conditions permettant 1'interaction entre ledit polypeptide et son ligand, et, 

15 - on detecte et/ou isole les molecules capables de moduler Factivitfe du ligand 

sur ledit polypeptide. 

Dans un mode particulier, ce procede de l'invention est adapte a la mise en 
evidence et/ou l'isolement de modulateurs de Tactivite de la galanine sur les 
recepteurs galaninergiques. 

20 Un autre objet de l'invention concerne I'utilisation d'un ligand ou d ! un 

modulateur identifie et/ou obtenu selon le procede decrit ci-avant comme 
medicament. De tels ligands ou modulateurs peuvent en effet permettre de traiter 
certaines affections liees aux recepteurs galaninergiques. En particulier, les recepteurs 
galaninergiques etant les mediateurs d'un effet analgesique, les agonistes de ces 

25 recepteurs peuvent etre utilises pour diminuer les sensations de douleur. D'autres 
activity des recepteurs galaninergiques ont ete mentionnees en introduction. 

L'invention concerne egalement tout medicament comprenant comme 
principe actif au moins une molecule agissant sur un recepteur de l'invention. 
Preferentiellement la molecule est un ligand ou un modulateur identifie et/ou isole 
30 selon le procede decrit precedemment. 

D'autres avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatifs. 
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Legende des figures ~ — - 

Fi gure 1: Saturation des recepteurs a la galanine par la galanine de pore, sur les 
membranes de cellules Cosl transferees par le clone GalRl. L' encart represente la 
transformation de Scatchard des donnees de la courbe de liaison (Les valeurs 
5 presentees correspondent a une experience representative ou chaque point a 6te 
determine en triplicate 

Fi gure 2: Deplacements par des peptides de la liaison specifique de la (125i).g a i an i ne 
aux membranes de cellules Cosl transfect§es par le clone GalRl (Les valeurs 
presentees correspondent a une experience representative ou chaque point a ete 
1 0 determine en triplicat). 

Figure 3: Inhibition par la galanine de la stimulation de la production d'AMPc dans 
des cellules Cosl transferees par le clone GALR1 (Les valeurs presentees 
correspondent a une experience representative ou chaque point a ete determine en 
duplicat). 

15 Techniques generates de clonage 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electrocution, les extractions de proteines au 

20 phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de 1'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli> etc, sont bien 
connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 

25 Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille par 
electrophorese en gels d' agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de 
TADN ligase du phage T4 selon les recommandations du fournisseur. 

30 Le remplissage des extremites 5' proeminentes est effectue par le fragment de 

Klenow de l'ADN Polymerase I d'Kcoli selon les specifications du fournisseur. La 
destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence de TADN 
Polymerase du phage T4 utilises selon; les recommandations du fabricant. La 
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destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement menage par 
la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques est 
effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 
5 (1985) 8749-8764]. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique elite de 
PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 2M (1985) 
1350-1354 ; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350]. 

La verification des sequences nucleotidiques est effectu6e par la m&hode 
10 developpfee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467]. 

Pour les experiences d'hybridation, les conditions de stringence sont basees 
sur Maniatis T. et aL, precitee. 

J. Isolement du r ecepteur hnmain a la ^alanine 

Cet exemple decrit Tisolement du clone GalRI codant pour le recepteur a la 
15 galanine humain par criblage par expression d'une banque d 1 ADNc. 

la. Construction de la banque 

Une banque d'ADNc a ete realisee a partir de la lignee melanocytaire humaine 
Bowes (ATCC CRL 9607), en utilisant le vecteur d'expression transitoire de 
mammifere pcDNAl. Apres extraction des ARN totaux, les ARN polyA + sont 

20 purifies sur colonne d % oligodT cellulose. La synthese d'ADNc est effectuee en 
presence d'un melange d'amorces (oligodT et oligonucleotides s'hybridant au hasard). 
Apres un fractionnement par la taille (>1100 paires de bases), la banque a ete 
construite par ligature des cDNA dans le vecteur pcDNAl (sites de clonage Bstxl) et 
transformation dans E. Coli ( MC 1061/P3). 10^ clones independants ont ete obtenus 

25 et amplifies. Environ 720000 clones bacteriens ont alors ete cultives en milieu solide 
selectif a une densite de 8000 colonies par boite. 90 lots d*ADN plasmidique, 
correspondant chacun a 8000 colonies, ont ete prepares par lyse alcaline. 

1h. Transfection 

LADN plasmidique de chaque lot a ete transfecte independemment dans les 
30 cellules Cosl (ATCC CRL 1650) par electroporation selon le protocole suivant: 
32 mg d'ADN, 8 10 6 cellules dans 500 ml de milieu DMEM (Dulbecco Modified 
Eagle Medium) supplements par 10% de serum de veau foetal, 6 mM de glutamine, 
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lOOUI/ml de penicilline et 100 mg/ml de streptomycine sous 5 % de C02, 960 
mFarad, 250 Volts, electroporateur Biorad. Apres electroporation, les cellules ont ete 
cultivees en monocouche dans des boites de culture (Nunc) de 16 cm de diametre 
pendant 72 heures. Dans ces conditions, une moyenne de 30 % de cellules sont 
5 transferees. 

1c. Criblape par expression 

Les cellules transferees ont ete testees pour leur capacite a lier la (1251). 
galanine. 48 heures apres la transfection, les cellules ont ete changees. Le jour de la 
liaison, elles sont mises en presence de DMEM pendant 1 heure, puis lavees par 

10 10 ml de tampon 1 (Tris HC1 25 mM pH: 7,5, MgC12 lOmM, BSA 2 %). Les cellules 
ont alors ete incubees pendant 5 heures a 20°C en presence de tampon 2 (tampon 1 
contenant un cocktail d'inhibiteurs de proteases:10 mg/ml d' aprotinine, Img/ ml de 
bacitracine, 10 mg/ml de pepstatine A et 10"^M de phenylmethylsulfonylfluoride) 
contenant 10" 10 M de ( 125 I)-galanine (NEN, galanine 1-29 de pore, AS: 2200 

15 curie/mmole). Apres lavage (5x15 ml de tampon 1), les boites ont ete sechees et 
exposees en autoradiographic (film Amersham hyperscreen MP) pendant 15 jours a 
-80°C 

Id. Isolement du clone GalRI codant pour le recepteur a la galanine 

Sur les 720000 clones bacteriens testes, un lot de 8000 colonies, donnant un 

20 signal specifique en autoradiographic (i.e (i) depassant le bruit de fond, (ii) 
disparaissant en presence de 10~6 M de galanine froide) a ete identifie. Ce lot a 
ensuite ete divise en 48 lots de 700 clones chacun. Apres transfection, les cellules ont 
ete testees pour leur capacite a lier la (125i)_g a i an i ne . Trois lots produisent un signal 
specifique en autoradiographic L'un d'eux a ete sous-divise 2 fois (25 lots de 30 

25 clones puis 60 clones individuels), conduisant a 2 clones conferant aux cellules Cosl 
une forte capacite a lier de la ( 125 I)-galanine. 

2. Etiide stm rturale du recepteur a la galanine 

Les 2 clones isoles dans l'exemple 1 contiennent un insert identique de 3,1 kb. 
La sequence d'un des 2 clones a ete determinee sur les 2 brins, par la technique 
30 fluorescente (Applied Biosystems) derivee de la methode de Sanger, en utilisant la 
Taq Polymerase et des dideoxynucleotides fluorescents. 
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La sequence obtenue correspond a la sequence SEQ ID n°l. Elle porte une 
phase ouverte de lecture de 1053 paires de bases: le site d'initiation de la traduction 
est attribue au codon ATG en position 787 de la sequence SEQ ID n°l. 

La phase ouverte de lecture ainsi definie code pour un proteine de 349 acides 
5 amines (SEQ ID n°l) de poids moleculaire calcule de 38897 Daltons. L'analyse du 
profil d'hydrophaticite de la sequence en acides amines suggere que le recepteur 
possede 7 segments constitues d'acides amines majoritairement hydrophobes, formant 
globalement des segments transmembranaires (STM), point commun aux membres de 
la famille des recepteurs couples aux proteines G. Le recepteur est organise comme 

10 suit: MET1-ASN33, segment N-terminal; PHE34-LEU58, STM I ; ALA59-ASN71, 
boucle intracellulaire I ; LEU72-LEU98, STM II ; PRO99-LYS109, boucle 
extracellulaire I ; PHE110-ASP132, STM III ; ARG133-ASN151, boucle 
intracellulaire II ; ALA152-VAL170, STM IV ; ALA171-ALA199, boucle 
extracellulaire II ; TYR200-VAL223, STMV ; LEU224-LYS244, boucle 

15 intracellulaire III ; THR245-LEU268, STM VI ; TRP269-PR0279, boucle 
extracellulaire III ; ALA280-SER307, STMVII ; GLU308-VAL349, segment C- 
terminal. 

De plus, certains acides amines conserves au sein des membres de la famille 
des recepteurs couples aux proteines G sont presents dans la sequence proteique du 

20 recepteur GALRL En particulier, on note (1) 2 sites de N-glycosylation (ASN7 et 
ASN12), (2) 1 site de phosphorylation par la proteine kinase cAMP ou cGMP 
dependante (SER143), (3) 1 site de farnesylation (CYS340), (4) 2 cysteines (CYS187 
et 308), (5) 4 prolines (PR0169,212,262 et300), (6) le motif GLY.ASN.X.X.VAL 
(50-54), (7) le motif ASP.ARG.TYR (132-134), (8) le motif ASN.PRO.ILE.X.TYR 

25 (299-303). 

La sequence de la proteine de la presente invention a f inalement ete comparee 
avec les sequences des proteines de la famille des recepteurs couples aux proteines G 
(banque de donnees Swissprot data). Lhomologie la plus importante (33,8%, 
incluant 3 breches) est observee avec le recepteur a la somatostatine de type 4. 

30 3. Etudes hiochimioues du recepteur GalRI exorime transitoirement dans les 
cellules Cosl 

3a. Stoechiometrie et pharmacologie du recepteur GalRI 

LADN plasmidique du clone GalRI a ete pepare par les techniques de 
biologie moleculaire classiques pour transfecter des cellules Cosl. Les membranes 
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des cellules transferees ont ensuite ete utilisees pour estimer les parametres de 
liaison a l'equilibre de la galanine 1-29 et de fragments de galanine. 

L'ADN plasmidique (90 mg/8 10 6 cellules Cosl) a ete transfecte par 
electroporation cornme decrit precedemment (lb). 72 heures apres la transfection, les 
5 cellules recombinantes ont ete recoitees et sedimentees. Les membranes ont alors ete 
preparees comme suit : a 4°C, le culot cellulaire est mis en presence de 10 ml de 
tampon 3 (Hepes 5 mM, pH 7,5) pendant 20 minutes ; apres centrifugation a 13 000 g 
pendant 15 minutes, le culot est resuspendu dans le tampon 3 et conserve a -80°C 
jusqu'a utilisation. 

10 Des experiences de liaison a l'equilibre (saturation et competition) ont ete 

realisees sur les membranes en presence de ( 125 I)-galanine et de differents peptides 
dans les conditions experimentales suivantes : les membranes (10 mg de proteine) ont 
ete incubees pendant 30 minutes a 20°C avec 5 10- n M de ( 125 Q -galanine en 
absence ou en presence de concentrations croissantes de galanine 1-29, galanine 2-29, 

15 galanine 3-29 ou galanine 1-16 (10- 1:l M-10- 6 M) dans un volume final de 0,25 ml de 
tampon 2 (lc). La reaction a ensuite ete stoppee par addition de 0,25 ml de tampon 1 
(lc) et centrifugation pendant 15 minutes a 13000 g. Le culot obtenu a ete lave trois 
fois avec 0,2 ml de tampon Tris 25 mM (pH: 7,5) glace contenant 10 % de sucrose, 
puis la radioactivite a ete mesuree avec un compteur a scintillation gamma. La liaison 

20 non specifique est mesuree en presence de 10" 7 M de galanine 1-29 de pore. Les 
valeurs des constantes d'affinite (Ki) ont ete obtenues en suivant l'equation de Cheng 
et Prussof : Ki = IC50/ (1 + L/Kd). 

Dans les conditions experimentales ci-dessus decrites, les resultats suivants 
sont observes : contrairement aux cellules Cosl non transferees, ou transferees par 

25 un plasrnide controle, les cellules Cosl transferees par le clone GalRl pr&sentent une 
liaison specifique de la galanine iodee. L'analyse des resultats par la methode de 
Scatchard montre Texistence tfune seule classe de sites de haute affinite, avec une 
constante de dissociation apparente (Kd) = 0,8 nM et de haute capacite, avec un 
nombre maximal de sites de fixation (Bmax) = 2,8 pmoles/mg proteines. Compte 

30 tenu de Vefficacite de transfection (environ 30 %, lb), le niveau ^expression de 
recepteurs galaninergiques de l'invention dans les cellules Cosl est estime a 5 10^ 
sites/cellule. 

Les galanines de rat, de pore et humaine inhibent de fagon competitive la 
liaison de la (125i) -Galanine aux membranes des cellules transferees avec un Ki = 
35 0,3, 0,2 et 0,8 nM respectivemenul-a galanine 2-29 (Ki= 115 nM) et la galanine 1-16 
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(Ki= 5 nM) inhibent competitivement la liaison de la ( 12 5l)-galanine avec une 
af finite plus faible que la galanine 1-29. Ce clone n'a pas d'af finite pour la galanine 
3-29. 

L'ordre d'efficacite de ces differentes molecules confirme la specificite du 
5 recepteur GalRl comme recepteur galaninergique. Ces resultats montrent par ailleurs 
que les cellules Cosl de la pr6sente invention sont capables d'exprimer le recepteur a 
la galanine ayant des caracteristiques de liaison comparables a celles du recepteur 
natif. 

3h. Etude fonctionnelle du recepteur GalRl 

10 Le couplage du recepteur Galanine a Tadenylate cyclase a ete estime par la 

capacity de la galanine a inhiber la production d'AMPc dans les cellules Cosl 
transferees par le clone GalRl. Pour cette etude, 10 5 cellules transfectees dans les 
conditions decrites ci-dessus ont et6 ensemencees dans des plaques de culture 
multipuits (1,5 cm de diametre) et les experiences d'AMPc ont ete realisees 72 heures 

15 apres la transfection (le milieu de culture est renouvele la veille de l'experience). 
Apres une preincubation de 1 heure a 37°C en milieu DMEM, les cellules ont 6te 
lavees par du DMEM contenant 2 % de BSA. Elles ont alors ete incubees 30 minutes 
a 37°C dans ce meme milieu contenant 2 10" 4 M d'isobutylmethylxanthine, en 
absence et en presence de forskoline (10* 4 M) et/ou de galanine humaine (10 -11 M- 

20 10 _6 M). Apres trois lavages des cellules en milieu DMEM, TAMPc intracellulaire est 
extrait par additon d'ethanol 70 %. Apres lyophylisation, TAMPc est mesure par 
radioimmunologie (Kit AMPc, Amersham). 

Les resultats montrent que dans les cellules Cosl transfectees par le clone 
GalRl, la galanine inhibe fortement la production d ! AMPc intracellulaire induite par 

25 la forskoline (la production induite est de l'ordre de 2 pmoles/10 5 cellules, soit 10 
fois le basal). Cet effet n'est pas observe dans des conditions basales. La demi- 
inhibition et Finhibition maximale de la production d'AMPc sont induites par 10" 9 M 
et 10'^M de galanine humaine, respectivement. En presence de 10"^M de galanine, la 
production d'AMPc intracellulaire induite par la forskoline est diminuee de 50 %. 

30 L'inhibition par la galanine de la production d'AMPc intracellulaire induite 

par la forskoline confirme la specificite du recepteur GalRl comme recepteur 
galaninergique. Ces resultats montrent par ailleurs que les cellules Cosl de la 
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presente invention sont capabies d'exprimer le recepteur a la galanine ayant des 
caracteristiques fonctionnelles comparables a celles du recepteur natif . 

A x pfrtfrrhos de ^ nonces homologues. notamment de SOUS-tYPCS. 
fl'mitres tissus 

5 Cet exemple montre que la sequence nucleotidique SEQ ID n°l ou des 

fragments de celle-ci peuvent Stre utilises pour la mise en evidence de sequences 
homologues, notamment de sous-types, a partir d'autres tissus. Pour cela, differentes 
techniques sont utilisables, telles que la PCR, 1' hybridation in situ, le transfert de 
Northern, etc... 

10 Plus particulierement, pour la recherche par PCR, les ARN totaux des 

differents tissus etudies sont prepares, puis soumis a reverse transcription et a une 
amplification, en presence de transcriptase reverse, de Taq polymerase et des amorces 
derivees de la sequence SEQ ID n°l appropriees. Les produits ainsi obtenus sont 
ensuite transferes sur filtres de nitrocellulose et hybrides dans des conditions de 

1 5 stringence van ables. 

Les sequences homologues mises en evidence lors de ces experiences peuvent 
etre ensuite isolees et/ou amplifi6es par les techniques classiques de biologie 
rnoleculaire. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE- POULENC RORER S.A. 

(B) RUE; 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 



15 



55 



60 



(ii) TITRE DE L' INVENTION: Recepteur Galanine, acides 
nucl6iq.ues, cellules transformees et utilisations. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 



(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
20 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

25 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3083 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleigue 
30 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

35 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 
40 (A) ORGANISME: Homo sapiens 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 787.. 1836 

45 (D) AUTRES RENSEIGNEMENTS : /product= "recepteur galanine 

humain" 



50 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID 


NO: 1 : 






ATTCGGCGGC 


GACCCATCCC 


GCTAGAATCC 


GTCCAGTCTC 


TGCTCGCGCA 


CCGTGACTTC 


60 


TAAGGGGCGC 


GGATTTCAGC 


CGAGCTGTTT 


TCGCCTCTCA 


GTTGCAGCAG 


AGAAGCCCCT 


120 


GGCACCCGAC 


TCTATCCACC 


ACCAGGAAGC 


CTCCCAAAAG 


AGCTCTCGCC 


CTGTGGACGA 


180 


CTCGGAATCC 


CTGGAAAAGC 


CGGGAGGGAG 


TCGGAGGCGC 


CAGCCCACTG 


GGGAGGTGGC 


240 


GCTGGGCGCG 


CGGGATGCGC 


GGGGAGCCTT 


CTCTGCAGGA 


GCCGCACAGT 


GCACTGCTGC 


300 


GCGCTGGGCA 


GTGCGGGGAA 


GCGCCGCGGG 


AAGGAGCGGC 


TCCGAGCAAC 


AGGTGCAGCA 


360 


CGCAGCCGCT 


CCGGGAGCCA 


GGGAA7ACCG 


CCGGCGAAGA 


TCTGGAGCGG 


TAAGGCGGAG 


" 420 
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AGAAGGGTCT 


TTCCACCTGC 


GCGGCTGCAG CCGGCGGATC 


CCTCTTCCCA 


GGCTCCGTGG 


480 


5 


TCGCGCAGCG 


GGCGGAGGCG 


CCCGGGCAGG GGACCCCAGT 


GCTCTCGAGA 


TCACCGTCCC 


540 


TTCCCGAGAA 


GGTCCAGCTC 


CGGGCTCCCG AACCCACCCT 


CTCTCAGAAG 


GTCGCGGCGC 


600 




AAAGACGGTG 


CCACCAGGCA 


CGGCCACCGG ATCCCCGCTC 


CCGCTGGCTC 


GCGCCTCGGG 


660 


10 


GGAAGCTCAG 


ACTCCTAAAC 


TCGCACTCTC CGTGCTTTGC 


GCCGGGACCC 


CTGGCCACCC 


720 




CCGGCGCCTG 


CTATCCCGCC 


CTCCCTCCCG CGCGCTCCGC 


CGCTCGCCGG 


GACAGCCCCG 


780 


15 


CGGGCC ATG 
Met 


GAG CTG GCG GTC GGG AAC CTC AGC GAG GGC AAC 
Glu Leu Ala Val Gly Asn Leu Ser Glu Gly Asn 


GCG AGC 
Ala Ser 


828 



1 5 10 

TGT CCG GAG CCC CCC GCC CCG GAG CCC GGG CCG CTG TTC GGC ATC GGC 876 

Cys Pro Glu Pro Pro Ala Pro Glu Pro Gly Pro Leu Phe Gly lie Gly 
20 15 20 25 30 

GTG GAG AAC TTC GTC ACG CTG GTG GTG TTC GGC CTG ATC TTC GCG CTG 924 

Val Glu Asn Phe Val Thr Leu Val Val Phe Gly Leu He Phe Ala Leu 
35 40 45 



25 



45 



GGC GTG CTG GGC AAC AGC CTA GTG ATC ACC GTG CTG GCG CGC AGC AAG 972 
Gly Val Leu Gly Asn Ser Leu Val He Thr Val Leu Ala Arg Ser Lys 
50 55 60 



30 CCG GGC AAG CCG CGG AGC ACC ACC AAC CTG TTC ATC CTC AAC CTG AGC 1020 
Pro Gly Lys Pro Arg Ser Thr Thr Asn Leu Phe He Leu Asn Leu Ser 
65 70 75 

ATC GCC GAC CTG GCC TAC CTG CTC TTC TGC ATC CCC TTC CAG GCC ACC 1068 
35 He Ala Asp Leu Ala Tyr Leu Leu Phe Cys He Pro Phe Gin Ala Thr 
80 85 90 

GTG TAC GCG CTG CCC ACC TGG GTG CTG GGC GCC TTC ATC TGC AAG TTC 1116 
Val Tyr Ala Leu Pro Thr Trp Val Leu Gly Ala Phe He Cys Lys Phe 
40 95 100 105 110 

ATC CAC TAC TTC TTC ACC GTG TCC ATG CTG GTG AGC ATC TTC ACC CTG 1164 
He His Tyr Phe Phe Thr Val Ser Met Leu Val Ser He Phe Thr Leu 
115 120 125 



GCC GCG ATG TCC GTG GAC CGC TAC GTG GCC ATC GTG CAC TCG CGG CGC 1212 
Ala Ala Met Ser Val Asp Arg Tyr Val Ala He Val His Ser Arg Arg 
130 135 140 



50 TCC TCC TCC CTC AGG GTG TCC CGC AAC GCG CTG CTG GGC GTG GGC TGC 1260 
Ser Ser Ser Leu Arg Val Ser Arg Asn Ala Leu Leu Gly Val Gly Cys 
145 150 155 

ATC TGG GCG CTG TCC ATT GCC ATG GCC TCG CCC GTG GCC TAC CAC CAG 1308 
55 He Trp Ala Leu Ser He Ala Met Ala Ser Pro Val Ala Tyr His Gin 
160 165 170 

GGC CTC TTC CAC CCG CGC GCC AGC AAC CAG ACC TTC TGC TGG GAG CAG 1356 
Gly Leu Phe His Pro Arg Ala Ser Asn Gin Thr Phe Cys Trp Glu Gin 
60 175 180 185 190 

TGG CCC GAC CCT CGC CAC AAG AAG GCC TAC GTG GTG TGC . ACC TTC GTC 1404 
Trp Pro Asp Pro Arg His Lys Lys Ala Tyr Val Val Cys Thr Phe Val 
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195 200 205 

TTC GGC TAC CTG CTG CCG CTC CTG CTC ATC TGC TTC TGC TAT GCC AAG 1452 
Phe Gly Tyr Leu Leu Pro Leu Leu Leu lie Cys Phe Cys Tyr Ala Lys 
5 210 215 220 

GTC CTT AAT CAC TTG CAT AAA AAG TTG AAG AAC ATG TCA AAG AAG TCT 1500 
Val Leu Asn His Leu His Lys Lys Leu Lys Asn Met Ser Lys Lys Ser 
225 230 235 

10 

GAA GCA TCC AAG AAA AAG ACT GCA CAG AC A GTT CTG GTG GTG GTT GTG 1548 
Glu Ala Ser Lys Lys Lys Thr Ala Gin Thr Val Leu Val Val Val Val 
240 245 250 

15 GTG TTT GGA ATC TCC TGG CTG CCG CAC CAC ATC ATC CAT CTC TGG GCT 1596 
Val Phe Gly lie Ser Trp Leu Pro His His He He His Leu Trp Ala 
255 260 265 270 

GAG TTT GGA GTT TTC CCG CTG ACG CCG GCT TCC TTC CTC TTC AGA ATC 1644 
20 Glu Phe Gly Val Phe Pro Leu Thr Pro Ala Ser Phe Leu Phe Arg He 

275 280 285 

ACC GCC CAC TGC CTG GCG TAC AGC AAT TCC TCC GTG AAT CCT ATC ATT 1692 
Thr Ala His Cys Leu Ala Tyr Ser Asn Ser Ser Val Asn Pro He He 
25 290 295 300 

TAT GCA TTT CTC TCT GAA AAT TTC AGG AAG GCC TAT AAA CAA GTG TTC 1740 
Tyr Ala Phe Leu Ser Glu Asn Phe Arg Lys Ala Tyr Lys Gin Val Phe 
305 310 315 

30 

AAG TGT CAC ATT CGC AAA GAT TCA CAC CTG AGT GAT ACT AAA GAA AAT 1788 
Lys Cys His He Arg Lys Asp Ser His Leu Ser Asp Thr Lys Glu Asn 
320 325 330 

35 AAA AGT CGA ATA GAC ACC CCA CCA TCA ACC AAT TGT ACT CAT GTG TGA 1836 
Lys Ser Arg He Asp Thr Pro Pro Ser Thr Asn Cys Thr His Val * - 
335 340 345 350 

TAAAAGATAG AGTATCCTTA TGGTTGAGTT TCCATATAAG TGGACCAGAC ACAGAAACAA 1896 

40 

ACAGAATGAG CTAGTAAGCG ATGCTGCAAC TTGTTATCTT AACAAGAATT CAAGTCGTTT 1956 

TAATTAAATC CCACGTGTGT TAAAAAGTAC TTTGATCCAT TTAGGAAATT CCTAGGTCTA 2016 

45 GTGAGAATTA TTTTTCAATT TTATTTTAGT TCTAAATTAT GTTTCAGAAA CAAAAGACAA 2076 

TGCTGTACAG TTTTATTCCT CTTCAGACAT GAAAGGGAAC ATATATATTC CATATATATG 2136 

TTCAACTCTT CATAGATTGT GAGCTGGCCC ATCAATATGG TCAGGAATAT TTGCAGTCTA 2196 

50 

CATTTTAAAG CCAATTTATT TAGAAAAAAA ATTTGAGCTT TAATTCTTTA ATTTTAAGAG 2256 

AAGTAATATT GTGAGCTATG TATTTTAAAA TATGATCATG GACACACAAT GATGAATTTT 2316 

55 TTGGCCATTT ACATAGACAT ATCTATTAAG TGGAAAGAAG GCTTTCTGAA GTCTGTTTGC 2376 

ACAGGTGGCA TTTGCTTCCA ATTGTAGCTA GCGCACAGAG CTTTGGAAGC CTGTCATTAT 2436 

GAGATACAGT CGGTTTACCT CAGGAGTCAA TTCAGTGTTG TACTGGTGAC CTGGGATGCA 2496 

60 

GTAGTAGGCA CTGTTGATTC AAATTTATCC TGTGAAACTG GCTTTATAGA GTTAACAAAA 2556 



CAGAGTCAGA GACCACTGTC TTAACASTGG AAGATGCAAA TAAGTTTTTG AGAATAAAAC 2616 
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TGGATTTTGA AATTTTACAT TAGTACTTGA 
CTACTAAAAA GAGAGATGAA AAAAAATCAG 

5 

GACCAAAGAC TAGACAGAAT TCAGTAAGTC 
AGCATATTTC ATGTTTGATT TAGATGACAT 
10 GGGGTATCCT ATCTTGTACA AATGCATGCT 
AACATTTCCA CCAAACATTA TTTCCTCTAA 
ATTTGAATTT CAAATGTAGT TTTCATGACA 

15 

AAAATGGCAT GAAAATATTA AATTGTCTTG 



CAAAAGTTTT CATTTTGCCT TGAATGGAAC 2676 

CGAGGTTGAT GTAGATAATA ATTTCTATGG 2736 

ACATGAAGTA ATGGTCATGC CTGTACATAA 2796 

TCAAAAAAAA TCATGGGACT GAATATACCT 2856 

TTTTCATTAA ATTTGTAATG ATGTTTAATG 2916 

AAATGTTAAT TTGGGGTTAA AACCATCACC 2976 

ATTTTATATT GGATGTGTGT TTACAATGAG 3036 

TATCGGAAAA GGAATTC 3083 
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REVINDICATIONS 

1. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide ayant une activite de 
recepteur galaninergique. 

2. Sequence nucleotidique selon la revendication 1 caracterisee en ce quelle 
5 code pour un recepteur galaninergique humain. 

3. Sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi : 

(a) tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ ID n° 1 ou de son brin 
complementaire, 

10 (b) toute sequence hybridant avec une sequence (a) et codant pour un 

polypeptide ayant une activite de recepteur galaninergique, et, 

(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

4. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend tout ou partie 
15 de la sequence nucleotidique SEQ ID n° 1 ou de son brin complementaire. 

5. Sequence nucleotidique selon les revendications 1 a 4 caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi les sequences d'ADN genomique, d'ADNc, d'ARN, les 
sequences hybrides ou les sequences synthetiques ou semi-synthetiques. 

6. Sequence selon Time des revendications 1 a 5 caracterisee en ce que la 
20 partie codant pour ledit polypeptide est placee sous le controle de signaux permettant 

son expression dans un hote cellulaire. 

7. Polypeptide resultant de Texpression d'une sequence nucleotidique selon 
Tune quelconque des revendications precedentes. 

8. Polypeptide comprenant tout ou partie de la sequence peptidique SEQ ID 
25 n° 1 ou d'un derive de celle-ci. 

9. Sequence antisens capable d'inhiber au moins partiellement la production 
d*un polypeptide selon Tune des revendications 7 ou 8. 

10. Sonde nucleotidique capable de s'hydrider avec une sequence selon la 
revendication 3 ou avec l'ARNm correspondant. 
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11. Utilisation d'une sonde selon la revendications 10 pour la detection de 
1'expression d'un recepteur galaninergique; ou pour la mise en evidence ^anomalies 
genetiques (mauvais epissage, polymorphisme, mutations ponctuelles, etc) ; ou pour 
identifier des affections neurologique, cardiovasculaire, endocrinologique ou 

5 psychiatrique comme etant liees aux recepteurs galaninergiques; ou encore pour la 
mise en evidence et Visolement de sequences decides nucleiques homologues codant 
pour des polypeptides galaninergiques. 

12. Polypeptide selon les revendication 7 ou 8 caracterise en ce qu*il possede 
une activite de recepteur galaninergique. 

10 13. Cellule recombinee capable d'exprimer a sa surface un polypeptide selon 

Tune des revendications 7, 8 ou 12. 

14. Cellule selon la revendication 13 caracterisee en ce qu'elle est choisie 
parmi les cellules eucaryotes ou procaryotes. 

15. Procede de mise en evidence et/ou d'isolement de ligands des recepteurs 
15 galaninergiques, caracterise en ce que Ton realise les etapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee selon la 
revendication 13 exprimant a sa surface un polypeptide galaninergique, dans des 
conditions permettant Interaction entre ledit polypeptide et ladite molecule dans le 

20 cas ou celle-ci possederait une affinite pour ledit polypeptide, et, 

- on detecte et/ou isole les molecules liees au dit polypeptide. 

16. Procede selon la revendication 15 pour la mise en evidence et/ou 
Tisolement d'agonistes et/ou d'antagonistes des recepteurs galaninergiques. 

17. Procede de mise en evidence et/ou d'isolement de modulateurs des 
25 recepteurs galaninergiques, caracterise en ce que Ton realise les etapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee selon la 
revendication 13 exprimant a sa surface un polypeptide ayant une activite de 
recepteur galaninergique, en presence d'un ligand dudit recepteur, dans des conditions 

30 permettant l'interaction entre ledit polypeptide et le ligand, et, 
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- on detecte et/ou isole les molecules capables de moduler l'activite du ligand 
sur ledit polypeptide. 

18. Ligand ou modulateur d'un polypeptide tel que defini dans les 
revendications 7, 8 et 12, susceptible d'etre obtenu selon les procedes des 

5 revendications 15 a 17. 

19. Medicament comprenant comme principe actif au moins une molecule 
agissant sur un polypeptide selon la revendication 12. 



20. Medicament selon la revendication 19 caracterise en ce que la molecule 
est un ligand ou un modulateur identifie et/ou isole selon le proced6 des 
10 revendications 15 a 17. 
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